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論,文 内 容 要 旨
2000年に至 りヒ トゲ ノムの解読が ほぼ終了 し,ま さにポス トゲノム時代へ と突入 しようとしてい る。 と
りわけ,こ う した遺伝子 の情報 に より生成 され るタンパ ク質の構造 と機 能 を網羅 的に解明す る,い わゆる
プロテオーム解析(プ ロテオ ミクス)の 重要性 が注 目され,生 命 を分子 レベルで解析す るための基盤 とな
る分離能,迅 速性及 び再現性 に優 れる分離分析法の開発が 強 く求 め られている。 こうした観点か ら,微 小
スケールで,ハ イスループ ッ トであ り,か つ超高分離 を達成 し得 る分離手法 として,内 径100μm以 下の
溶融 シリカキ ャピラ リーを分離の場 とするキャ ピラリー電気泳動(CE)に 多大 な注 目が寄せ られている。
しか し,溶 融 シリカキ ャピラリー壁面 たはシラノール基 が露 出 してお り,こ のため溶質 との間の相互作
用が生 じ分離効率が低下す ること,及 び分離 に大 きな影響 を与 える電気浸透流(EOF)の 再現性が悪い こ
と,の 二つの大 きな問題 が指摘 されてい る。 こρ種 の問題 を克服す る方法 として,キ ャピラ リー内壁面 を
高分子化合物で被 覆する こ.とが提案 され てお り,化 学結合法,ま たは物 理的吸着 に よるキャピラリー内壁
被覆が工夫 されてい る。 しか しなが ら,現 在 まで被 覆の安定性,製 法の再現性,溶 質の壁面への吸着防止
能をすべ て満たす被 覆法 は考案 されていない。
著者 は,簡 便で再 現性 に優 れる物理的吸着 を基本原理 としなが ら も,キ ャピラリー内壁 に異 なる荷電 を
有す るイオ ン性高分子 を交互 に多層 に重ね,壁 面 を制御 する新規"Successivemultiple{onicpolymerlayer
(SMIL)"被覆法 を開発 し,SMIL被覆 キャ・ピラ リー を作 製 してその特性 を解析 をす る とともに,そ の有 用
性 につ いて吟味 した。
SMIL被覆の被 覆剤 と して,互 い に荷電 の異 なるイオ ン.性官能基 を高密度 に有す る高分子化合 物 を選択
する と被覆が安定す る と考 え,カ チオ ン性高分子 には4級 アンモニ ウム を有するポ リブ レン(PB),アニ
オ ン性 高分 子 には硫酸基 を有 するデキス トラ ン硫酸(DS)を 用 いた。 まず,内 壁未処理 キ ャピラ リー に
PBを1層 のみ物理的吸着 によ り固定化 したSMIL-PB(1)を作製 したが,予 期 した ごと く約20回 の分析 で
被覆が剥離 し,十 分 な強度 を有 さなかった。次 いで,SMIL-PB(1)の上か らDSを 被覆 したSMIL-1)S(2)を,
さらにその上か ら・PBを被覆 したSMIL-PB(3)を作 製 し,そ れ らの特性 を吟味 した。
キャピラリー内壁 の被覆 を行 うと,壁 面 のゼータ電位 が変化す るため,CEに おいて重要 なEOFが 変化
す る。 そこで,ア ノー ドか らカソー ドの方向 を正,カ ソー ドか らアノー ドの方 向 を負 とし,壁 面の制御 に
よるEOFの 変 化 をpH2-13の間で調べ た。 内壁未処理キ ャピラリーでは,正 の方向ヘ シラノール基の解
離 に依存 したEOFを 得た。 しか し,1層 目にPBを 被覆 したSMIL-PB(1)では負の方向へ逆転 し,pHに 依
存 しないEOFを 得 た。 この結果 は,PBが4級 アンモニ ウムを有す ため と考 えられる。次 に,2層 目に
DSを重 ねたSMILDS(2)では,EOFは再逆転 し,正 の方 向へpHに 依存 しないEOFを 得 た。 この結果 は,
DSの硫酸基 によるもの と考 え られ る。最後 に,3層 目にPBを 重ね たSMIL-PB(3)では,EOFは さ らに負
の方 向へ逆転 し,pHに 依存 しないEOFを 得 た。 このように,SMIL被覆 によ り,正,負 両方 向へpHに
依存 しないEOFを 容易 に,か つ意 図的 に作製 し得 る ことが可能 となった。CEは 通常,キ ャピラ リーに検
出窓 を設 け,オ ンライ ン上 でUV,蛍 光等の検 出器 を利 用 して測定対象物 の検 出を行 う。 キャ ピラ リー内
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壁 に多層被 覆 を施 す と光透過性が変化 し,微 量分析 に影響 を及ぼす ことが懸念 されたが,SMIL被覆 によ
るバ ックグラウ ン ドの上昇 は認 め られ なかった。
次 に,EOF及び被覆 の再現性 を検討 した。溶融シ リカの原料及び製造工程が異 なる内壁未処理 キャピラ
リーを用 い,・pH3-7の範 囲でEOFを 測定 した ところ,キ ャ ピラ リー聞のEOFは ば らつい た。 しか し,
SMIL法で多層被覆 を行 うこ とによ り,SMH.一DS(2)及びSMIL-PB(3)では著 しくEOF及 び被覆の再現性 が
向上 した。
SMIL被覆 の各種溶媒 に対 す る物理 的安定性,及 び繰 り返 し使用時の安定性 について調べた結 果,い ず
れの安定性 も層 を重 ねるご とに増 し,SMIL-DS(2)及びSMIL-PB(3)では,酸,ア ルカ リ,有 機溶媒,界 面
活性剤存在下で も安 定であった。繰 り返 し分析 については,そ れぞれ200回,600回の分析 に耐 え,被 覆
が劣化 した場合 には,被 覆 の最 内層 に対応する高分子溶液 を注入す るだ けで,初 期 と同 じ状態の被 覆 を容
易 に再生す ることが可能であ った。
SMIL被覆キ・ヤピラリー を内壁未処理 キャ ピラ リーに強 く吸着す るこ とで知 られる タンパ ク質分析へ応
用 した。溶質の荷 電 と壁面 が静電 的に反発す る条件 をSMIL-DS(2)及びSMIL-PB(3)を使い分 けて設定する
こ とによ り,酸1生タンパ ク質,塩 基性 タンパ ク質 ともに,高 い分離効率 を再現性 良 く達成す ることがで き
た。
以上 よ り,SMIL被覆法 は,1層 の被覆 を施 した後 の残 存 シラノール基 を再度被 覆す る機会が生 じる,
複合的 な相互作用 に より高分子層 が多層 に形成 されるため安定 な被覆 を達成 で きる,溶 質 とSMIL被覆を
施 した壁面 との静電 的斥力 を利用す る分離が可能で あるとい う,従 来にはない優れた特性 を示 す ことが判
明 した。 この ことは,CEに とって大 きな課題 であった,溶 質 と壁面の相互作用の抑 制,及 びEOFの 再現
性の確 保 を同時に解決 した ことを意味 し,そ の成果 は大 きい と考 える。`
引 き続 き,SMIL法の応用 として,SMIL被覆キ ャピラ リーをCE/ナノエ レク トロス プ レーイオン化一マ
ススペ ク トロメ トリ(CE/nanoESI-MS)システムへ適用す ることを検討 した。SMIL被覆は幅広 いpH条 件
下で安定 なEOFを 発生す ることか ら,泳 動 液のpH調 整 によってペプチ ドの イオ ン性官能基の解離状態 を
制御 で きる。一方,キ ャピラ リーゾー ン電気 泳動(CZE)モ ー ドでペ プチ ドを分離す ると,ペ プチ ドの電
気泳動 移動度 とq/MW(2β)(q:ペプチ ドの荷電数)と の問に直線関係が成立す るため,CE/nanoESI-MSを利
用 して さまざまなpHで 測定 を行 う と,分 子量 に加 えてその荷電情報 を求める ことが可能 と考え られ る。
そこで,ペ プチ ドの電気泳動移動度 を利用す る新規 タ ンパ ク質同定法 を開発 し,ポ ス トゲ ノム時代 に重 要
な プ ロテ オー ム研 究 へ 応 用 した。 す な わ ち,メ タノ ー ル/ギ酸/水=60/20/20の泳 動 液 を用 い て,
CE/nanoESI-MSをペ プチ ドの測定 に適用 したことによ り,精 度 の高い塩基性荷電数の計算が可能な ことを
証明 した。 メタノール含有水系 で,か つ強酸1生条件 を設定で きるの は,SMIL被覆 の安定 性に よる もので
あ る。次いで,タ ンパ ク質 を トリプ シン消化す る ことに よって得た52個 のペ プチ ドで本法の精度 を検証
した ところ,す べて シー クエ ンスか ら得 られる理論値 とよ く一致する ことを確認 した。
さらに,モ デル試料 を用いて,本 法 がペ プチ ドマス フィンガー プリンテ ィング法及び シー クエ ンス タグ
法へ極 めて有用 であるこ とを立証 した後,2-DEで分離 した&cθreγゴ3fae、の タンパ ク質の同定へ応用 した。
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本法 は,ポ ス トゲノム時代 において,タ ンパ ク質 の構造 と機能 を解析 する上 で基盤iとなる分析 法 として大
き く寄与す る もの と期待 される。
最後 に,CEに お けるEOFは 分離効率 及び分析 時間 を規定す る重要 な因子であ ることに着 目し,pHに
依存 しない安定 なEOFを 有す るSMIL被覆 キャピラリーと,異 なるゼー タ電位 を有す るキ ャピラリーを
"接ぎ木"す るこ とによるEOFの 制御 法 を検:討し
,低 分子薬物分析へ応用 した。
SMIL-DS(2)とEOFが発生 しない中性のPEGキ ャピラリー,及 びSMIL-PB(3)とPEGキャピラリーをそ
'れそれ接 ぎ木す
るこ とによ り,キ ャピラリー軸方向への印加電圧 を変化 させ ることな く,正 負 両方 向へ意
図 した大 きさにEOFを 調節す るこ とが可能 となった。 これ を,塩 基性薬物 のクロルプ レナ リンの光学異
性体 の分離 を例 に,シ クロデキス トリン修飾 キ ャピラリー ゾー ン電気 泳動 モー ド(CD-CZE)でピークの
分離度及 び移動川頁序逆転法 に適用 した。 その結果,対 掌体 の ピークを部分分割がで きる条件 を探す こ とが
で きれば,EOFを制御す ることによって,ピ ークの分離度及 び移動順序 を分析時 間 との兼ね合 いで制御 で
きる ことがわかった。 さらに,接 ぎ木 法でEOFを 操作す るこ とによ り,フ ラボプロテイ ンをキラルセ レ
ク ター とした部分注入法 を利用 するアフィニティー動電 クロマ トグラフィー(EKC)モ ー ドに よるベ ンゾ
イ ンのラセ ミ体 の分離 が新 たに可能 となった。 また,SMIL被覆 キャピラリーの酸1生領域 にお けるEOFを
積極 的に活用する ことに より,酸 性 官能基 の迅速 なpKa測定が可能 となった。
以上 より,SMIL被覆法 を利用 して調 製 したキ ャピラ リーでは,分 離及 び分析時 間に大 きな影響 を及 ぼ
すEOFを 制御 す るこ とがで き,分 離能,迅 速性 に格段の向上 を付 加 した ばか りか,ピ ークの移動順序 を
も制御で きることが判 明 した。これ によ り,生体高分子化合物 に代表 されるタ ンパ ク質及びペプチ ド分析,
低分子化合物 に代 表 され る薬物分析 に,新 しいシス テムの構築が で きるこ とを示 した。本研 究の成果 は,
生命科学あ るいは,そ の一部 を担 う医薬 品研究の発展 に貢献 する もの と期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
今 日,生 理機能 を実際 に発揮 する蛋 白質の構造 と機能の解析,す なわちプロテオ ミクスに多大の関心が
寄せ られている。本研究で は,生 体 内の多岐 にわたる蛋 白質 を再現性 よ く,高 感度 に分離 ・検 出す ること
が,最 初 の重要 なス テ ップになる。従来,本 目的 に二次元電気泳動が広 く用 い'られているが,再 現性 に優
れ るものの,ゲ ルか らの蛋 白質の回収,簡 便1生に難がある。高速液体 クロマ トグラフ ィー も時 として利 用
されるが,蛋 白質の吸着 とい う大 きな問題 を克服 しがたい。一方,内 径100μm以 下の溶融 シ リカキャピ
ラ リーカラムを用 いるキ・ヤピラ リー電気泳動(CE)は,電 気浸透流(EOF)を 分 離の駆動力 とす る もの
で,高 分離能が期待 で き,吸 着等の問題 も少 ない ことか ら,質 量分析法(MS)と 組 み合 わせ る時,蛋 白
質の分離 ・検 出に大 きな威 力 を発揮す る もの と期待 される。 しか し,従 来のキ ャピラ リーカラムは,内 壁
にシラノール基 が露出 してお り,溶 質 との間の相互作用 に よる分離 能の低下,さ らにはEOFの 再現性 に
難iがあ り,プ ロテオ ミクス を目的 とす る蛋 白質の分離 には十分 ではない。 こ うした観点 か ら本研 究では,
高分離 能 と幅広 い液性 条件 下での再現性 の よいEOFの 獲得 を目的 と して,極 めて簡便 なキ ャピラリー内
壁被覆法,「SuccessiveMultiplePolymerLayer(SMILE)」被覆法 を開発 し,そ の特性 を解析す る とともに,
蛋 白質並 びに低分子 生理活性物質の分離へ の応用 を試みた。
まず4級 アンモニ ウム基 を持つ ポ リブ レン(PB),硫酸基 を持つ デキス トラン硫酸(DS)を 物理的 に交
互 に1～3層 被 覆 したSMILE-PB(1),SMILE-DS(2),SMILE-PB(3)を作 成 し,そ れ らの特性 を吟 味 した。
CEで 最 も重要 となるEOFは,表 面のイオ ン性官能基 に依存 し,SMILE-PB(1)とSMILE-PB(3)では,カ ソ
ー ドか らアノー ドへ の方向 に,ま たSMILE-DS(2)では逆 のアノー ドか らカ ソー ドへの方向にな り,方 向 を
コン トロールで きることが判明 した。それ ばか りか,被 覆カ ラムでは液性 に影響 を受 けず,幅 広 いpH領
域 で安定 なEOFが 得 られた。一方,被 覆の再現性 と安定性 では,SM几E-PB(1)が不十分で あるの に対 し,
SMILE-DS(2),SMILE-PB(3)は,調製間のば らつ きもな く,各 種溶媒 に も安 定で,劣 化 時の再生 も容易で
あった。
引 き続 き,蛋 白質分離へ の適用 を試み た。その結 果,極 めて高 い分離能が得 られ,カ ラムへ の吸着 もみ
られず,再 現性 にも優れ,本SMILE被 覆法 の有用性が判明 した。 さらに,幅 広 いpH領 域で安定 なEOF
の得 られる特性 を利用 し,電 気泳動度か らペ プチ ドの持 つア ミノ酸 を特定す る新規蛋 白質 同定法 を考案 し
た。
最後 に,特 性の異 なるキ ャピラ「リーカ ラムを任意 に接 ぎ木 し,EOFの速度 を自由に調製す る方法 を考案
し,溶 質 の溶出速度 と順序 を調節 し,高 分離能 を得 ることにも成功 した。
以上,本 研 究 は,新 規キ ャピラ リーカラム内壁被 覆法 を考案す る とともに,蛋 白質,低 分子化合物 の微
少差分 離 に極 めて優 れ るこ とを実証 し,プ ロテオ ミクス に有用 な こ とを示 した。 よって,本 論 文 は博士
(薬学)の 学位論 文 と して合格 と認め る。
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